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Lazione antirachitica dell’ergosterolo irra- 
diato (vitamina D,) e del 7-deidrocolesterolo 
itradiato (vitamina ben nota nei suoi 
effetti sull’animale da esperimento e nella 
pratica benché una comprensione 
completa del suo meccanismo d’azione non 
sia tutt’ora raggiunta, specialmente per quanto 
tiguarda le sue interrelazioni con le ghiandole 
paratiroidi ed il rene. Rimandiamo, per tali 
questioni, alle recenti monografie di Harris (1) 
¢ di Nicolaysen (2). 

Lazione antirachitica della vitamina D 
sembra esplicarsi per miassima parte attra- 
verso quattro vie che cosi concorrerebbero 
al medesimo risultato: 1) aumento dell’assor- 
bimento intestinale del calcio e del fosforo (3), 
con probabile diminuzione del pH del conte- 
huto intestinale e conseguente favorita solu- 
bilizzazione del calcio (4); 2) diminuzione 
della escrezione fecale del calcio e del fo- 
sforo (3); 3) aumento della calcemia (5); 
4) rallentata funzionalita paratiroidea come 
conseguenza della ipercalcemia. Con la di- 


minuita funzionalita paratiroidea tende ad 
aumentare la fosforemia in conseguenza del- 
l’'aumentato riassorbimento tubulare del fo- 
sforo (6). 

L’aumento della calcemia per la favorita 
permeabilizzazione della parete intestinale al 
calcio non sembra sufficiente a spiegare l’azione 
antirachitica della vitamina D, in quanto un 
aumento della calcemia fu osservato dopo 
somministrazione della vitamina anche in 
animali tenuti a dieta priva di Ca (7). 

Che Il’effetto della vitamina D non si limi- 
tasse a favorire la permeabilita intestinale al 
Ca é inoltre provato osservando come la sua 
somministrazione ad animali tenuti a dieta 
rachitogena provocasse la liberazione di ci- 
trato da parte del tessuto osseo (8); variando 
opportunamente le dosi di vitamina sommini- 
strata si riuscl a differenziare nel ratto gli 
effetti sull’intestino da quelli sullo 
tro (9, 10). Inoltre la somministrazione di 
vitamina D a ratti tenuti a dieta rachitogena 
riporta a valori normali l’attivita esocinasica 
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TABELLA I — Biosintesi di cocarbossilasi (intesa come fosforilazione di tiamina) da parte di tessuto epatico, 
renale e cartilagine metafisaria di ratto in accrescimento. (Valori espressi in gamma di cocarbossilasi sintetizzatj 


per g di tessuto fresco per 1 h). 


Controlli a dieta normale 


| Ratti tenuti a dieta rachitogena 


Ratti tenuti a dieta 
rachitogena + vitamina D 


| 
fegato fegato 


cartilagine | 


|  fegato _ cartilagine | 


rene rene 


| | | | 
| 21,5 + 2,6 | 14,8 + 1,9 | 17,7 + 3,0 | 19,0 + 2,2 
| | | | 


7,0 + 2,8 


| | | | 
| 10,0 + 2,2 22,3 + 3,1 | 11,9 + 2,6 | 15,9 + 18 

| | 


della cartilagine di accrescimento (11) che 
é significativamente diminuita in quelle con- 
dizioni. 

Numerosi elementi starebbero dunque a 
comprovare la partecipazione della vitamina D 
direttamente al metabolismo della matrice 
ossea, alcuni desunti dagli effetti della sua 
carenza (12, 13, 14, 15, 16), altri, come sopra 
ricordato, derivati dalle conseguenze della sua 
somministrazione. 

Nel 1952 Raiha e Forshander (17) hanno 
osservato come la vitamina D stimolasse la 
fosforilazione della tiamina, limitandosi perd 
alla valutazione di questo fenomeno a livello 
del siero. 

L’estensione di tale influenza alla cartilagine 
metafisaria dell’animale rachitico, nella quale 
l’attivita cocarbossilasica risulta diminuita (13), 
potrebbe a nostro parere contribuire alla 
conoscenza degli effetti diretti della vitamina D 
sul tessuto scheletrico e potrebbe rappresen- 
tare un tentativo di spiegazione al fenomeno 
osservato da Tulpule (12), secondo cui la 
cartilagine di accrescimento di ratti rachitici 
non sarebbe in grado di ossidare il piruvato, 
processo al quale il pirofosfato di tiamina 
(cocarbossilasi) partecipa con il Co A ed il 
Co I (18). 

Scopo del presente studio é inoltre quello 
di stebilire se, analogamente a quanto osser- 
vato per l’esocinasi, esista una specificita del- 
lazione vitaminica D a livello della sintesi 
di cocarbossilasi, per la cartilagine di accresci- 
mento. A presumere che la Soheae di co- 
carbossilasi fosse stimolata dalla vitamina D 
ci spingeva inoltre l’osservazione del Bar- 
bieri (11) che notava incremento del livello 
di questo coenzima nella cartilagine di ratti 
rachitici trattati con vitamina D. 
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Abbiamo pertanto reso rachitici un gruppo 
di 14 ratti di giovane eta (peso medio di 60 g), 
tenendoli a Seta rachitogena secondo Steen- 
bock e Black (19) per un periodo di 30 giorni. 
Sette di essi ricevevano quotidianamente una 
dose di 25 U.I. di vitamina D sottocute. Altri 
sette ratti della stessa eta e dello stesso ceppo 
servivano come controlli, tenuti alla dieta 
normale. A tutti gli animali di ogni gruppo 
veniva somministrata alla fine dell’esperimento 
una dose di tiamina Roche (100 mg/Kg endo- 
peritoneo) mezz’ora prima del sacrificio. La 
cocarbossilasi veniva determinata nel fegato, 
nel rene e nella cartilagine metafisaria di ogni 
singolo animale, con i tecnica manometrica 
all’apparecchio di Warburg (23). 

I risultati della presente ricerca, riportati 
nella tabella I, indicano come il trattamento 
con vitamina D determini un netto incre- 
mento della capacita fosforilante la tiamina 
da parte del tessuto cartilagineo. In secondo 
luogo si pud notare come la condizione di 
rachitismo non influenzi che scarsamente la 
capacita di biosintesi di cocarbossilasi da parte 
del fegato, e cosi pure come la vitamina D 
abbia su questo organo scarsa efficacia a livello 
della biosintesi di cocarbossilasi. Il rene invece 
risponde alla carenza e alla somministrazione 
di vitamina D in modo analogo alla cartilagine 
di accrescimento. 

Queste osservazioni confermano innanzi 
tutto l’elevazione del livello di cocarbossilasi 
nella cartilagine di accrescimento di ratti ra- 
chitici trattati con vitamina D, stabilendo 
altresi che nel contesto del tessuto medesimo 
ha luogo la biosintesi del coenzima. Cid pud 
contribuire a spiegare come in carenza di 
vitamina D sia depressa la possibilita di ossi- 
dare il piruvato e l’alfa-ketoglutarato (12), ¢ 


apre un problema intorno al meccanismo con 
il quale Tergosterolo irradiato influenza la 
biosintesi di cocarbossilasi qualora, questa sia 
depressa come accade nella cartilagine di 
accrescimento nel rachitismo. 

Lo scarso risentimento della biosintesi della 
cocarbossilasi nel fegato del ratto rachitico, 
e la mancanza di azione della vitamina D su 
questo tessuto, sono in armonia con le pre- 
cedenti osservazioni di un analogo comporta- 
mento nei confronti dell’esocinasi (11). Non 
ci sembra infatti di poter attribuire significato 
contrario ai risultati qui presentati, alla alte- 
razione del metabolismo fipidico che é stato 
osservato a livello epatico in animali trattati 
con dosi estremamente elevate della vita- 
mina (20). 

Cosi pure:le variazioni indotte dalle nostre 
condizioni sperimentali nel tessuto renale ci 
sembra vadano considerate nel quadro gene- 
rale degli effetti svolti dallg vitamina su questo 
tessuto, quale l’inibizione della ossidazione del 
citrato in vivo (21) che pure non é manifesta 
nel tessuto epatico (22). 

Crediamo quindi di aver apportato, con i 
risultati della presente sperimentazione, una 
ulteriore dimostrazione dell’effetto selettivo 
della vitamina D sulla cartilagine di accre- 
scimento e sul tessuto renale, atto ad eviden- 
ziare come possa non essere del tutto secon- 
daria l’importanza dell’azione locale della vita- 
mina, oltre all’azione favorente |’assorbimento 
intestinale del calcio. 


RIASSUNTO 


Viene studiata la capacita di biosintetizzare cocar- 
bossilasi da parte della cartilagine di accrescimento, 
del fegato e Fal rene di ratti rachitici. La biosintesi di 
cocarbossilasi nel rachitismo risulta sensibilmente ri- 
dotta a livello della cartilagine di accrescimento ¢ 
del rene, mentre pressoché invariata rimane a li- 
vello del fegato. Il trattamento con vitamina D ri- 
conduce i valori in questi due organi verso la norma. 


RESUME 


Sur la spécificité de Vaction de la vitamine D sur le car- 
tilage de conjugaison: biosynthése de la cocarboxylase. 
On a étudié le pouvoir du cartilage de conjugaison, 

du foie et du rein de rats rachitiques, de biosynthétiser 

la cocarboxylase. Le rachitisme réduit sensiblement 
la biosynthése de cocarboxylase au niveau du carti- 


lage de conjugaison et du rein, tandis que celle-ci 
ne subit aucune modification au niveau du foie. Le 
traitement par la vitamine D rétablit dans ces deux 
organes des valeurs normales. 


SUMMARY 


On the action specificity of vitamin D on the growth 
cartilage: biosynthesis of cocarboxylase. 

The capacity of biosynthetizing cocarboxylase was 
studied in the growth cartilage, liver and kidney of 
rachitic rats. It was seen that in rickets the biosyn- 
thesis of cocarboxylase is appreciably reduced in 
the growth cartilage and kidney, while it is nearly 
normal in the liver. Treatment with vitamin D 
is followed by an increase of the values toward 
normal in the former two systems. 


ZUSAMMENFASSUNG 


Uber die Spezifizitat der Wirkung des Vitamins D auf 
den Wachstumsknorpel: Biosynthese der Cocarboxylase. 
Es wird die Fahigkeit von Seite des Wachstum- 

sknorpels, der Leber und der Niere von rachitischen 

Ratten studiert, Cocarboxylase zu biosynthetisieren. 

Die Rachitislage setzt die Biosynthese von Cocar- 

boxylase auf Niveau des Wachstumsknorpels und 

der Niere bedeutend herab, wahrend diejenige auf 

Niveau der Leber praktisch unverindert bleibt. 

Die Behandlung mit Vitamin D fiihrt die Werte in 

diesen beiden Organen wieder auf die Norm zuriick. 


RESUMEN 


Referente a la especificidad de la accién de la vitamina D 
sobre el cartilago de conjugacién: biosintesis de la 
cocarboxilasa. 

Se estudia la capacidad de biosintetizar cocarboxi- 
lasa de parte del cartilago de conjugacién, del higado 
y del rifién de ratas raquiticas. El estado de raquitismo 
reduce considerablemente la biosintesis de cocarboxi- 
lasa a nivel del cartilago de conjugacién y del rifién 
mientras ésta queda casi invariada a nivel del higado. 
Estos dos érganos recuperan sus valores normales 
mediante el tratamiento con vitamina D. 
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Determinazione della Gal-1-P-uridiltransferasi eritrocitaria 
nella galattosemia sperimentale e variazioni indotte dal- 
Vacido orotico 


E, SCHWARZ-TIENE - P. CAREDDU 


In precedenti nostri lavori sulla galattosemia 
sperimentale, provocata nel ratto da un’ali- 
mentazione arricchita in galattosio, si sono 
dimostrate nei tessuti epatico e renale, accanto 
a lesioni degenerative cellulari, turbe di vari 
sistemi enzimatici e soprattutto modificazioni 
della _ripartizione degli esteri fosforici con 
legami ad alto livello energetico. 

Si é gia osservato che anche nella galatto- 
semia sperimentale si ha accumulo di Gal-1-P 
come nella galattosemia umana o diabete 
galattosurico, malattia nella quale esiste nei 
vari tessuti un difetto ereditario dell’enzima 
Gal-1-P-uridiltransferasi (1) che catalizza la 
reazione tra Gal-1-P e UDPG, con forma- 
zione di UDP Gal e di G-1-P. 

L’accumulo di Gal-1-P nei tessuti nella 
galattosemia umana e nella forma sperimentale 
sarebbe la causa di una riduzione dell’energia 
metabolica disponibile, che é fornita alle 
cellule dai composti fosforati ad alto livello 
energetico, soprattutto per una diminuita 
rigenerazione di ATP. 

Infatti negli eritrociti dei soggetti affetti da 
diabete galattosurico sono gia state osservate 
una riduzione del rapporto ATP/ADP (2) e, 
utilizzando una diminuzione dell’attivita 
specifica dell’ATP, con aumento di quella 


Nel presente lavoro vengono usate le seguenti abbreviazioni: 

Gal-1-P = galattosio-1-fosfato; G-1-P = glucosio-1-fosfato; 
UDP = uridindifosfato; UDPG = uridindifosfato-glucosio; 
ATP = adenosintrifosfato; ADP = adenosindifosfato; G-6-P = 
glucosio-6-fosfato; DPN = difosfopiridin-nucleotide; DPNH 
= difosfopiridin-nucleotide ridotto. 


del P inorganico (3). Negli eritrociti, perd, 
i risultati possono essere modificati dall’elevato 
contenuto in 2-3-difosfoglicerato, che for- 
nendo 3-fosfoglicerato e fosfopiruvato rige- 
nera una sufficiente quantita di ATP dal- 

Queste turbe sarebbero condizionate da 
una secondaria ridotta attivita dell’enzima 
fosfoglucomutasi, che mediante un processo 
alterno di fosforilazione e defosforilazione 
catalizza il passaggio da G-1-P a G-6-P at- 
traverso uno stadio di G-1,6-difosfato (4). In 
presenza di Gal-1-P in eccesso, lo stesso en- 
zima catalizza la sua trasformazione in Gal-6-P, 
perd con una velocita di reazione molto infe- 
riore. Infatti il Gal-1,6-difosfato solo molto 
lentamente libera il fosfato per rifosfori- 
lizzare l’enzima. Si ha cosi impoverimento 
in coenzima G-1,6-difosfato e accumulo della 
forma defosforilata della fosfoglucomutasi, che 
non reagisce pitt con G-1-P (5). 

L’inibizione della fosfoglucomutasi, enzima 
che interviene nei processi della glicolisi, nella 
sintesi di polisaccaridi e di nucleotidi, aggrava 
cosi le turbe energetiche dimostrabili nella 
galattosemia. 

Le nostre precedenti osservazioni avevano 
inoltre permesso di evidenziare un migliora- 
mento dell’alterata ripartizione degli esteri 
fosforici ad alto livello energetico e del 
quoziente P/O, quando alla dieta dei ratti 
galattosemici si aggiungeva dell’orotato di 
potassio in proporzione di 1,2 g per Kg di 
alimento. 
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Grafico 1 - Analisi del filtrato ottenuto dall’emolisato 
di eritrociti di un ratto normale. 


L’acido orotico, il riboside del quale si tra- 
sforma in uridina nella sintesi delle pirimidine, 
potrebbe influenzare la formazione del coen- 
zima UDPG e forse rialzare la ridotta attivita 
uridiltransferasica. 


Abbiamo voluto studiare in modo pit 
preciso le turbe enzimatiche, che, con tutta 
probabilita, si instaurano .nella galattosemia 
sperimentale e le eventuali loro modificazioni 
indotte dall’orotato, dosando negli emolisati 
di eritrociti di ratti galattosemici, non trattati 
e trattati con orotato, l’attivita uridiltransfe- 
rasica e UDPG-pirofosforilasica. 

Le esperienze sono state condotte in ratti 
giovani del peso iniziale di circa 30 g, ali- 
mentati con una dieta contenente: galattosio 
p- 35, caseina lavata p. 18, olio d’oliva p. 10, 
amido p. 33, miscela salina Osborne-Mendel 
p- 4, inoltre vitamine pro chilo dieta: aneu- 
rina 2, lattoflavina 4, piridoxina 6, Ca panto- 
tenato 10, nicotinamide 60, biotina 0,1, acido 
folico 0,2, vitamina B, 0,02, colina 600, ino- 
site 300, vitamina D 625 U.L., vitamina K 0,2. 
La vitamina A (358 U.L.) e la vitamina E 
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Grafico 2 - Analisi del filtrato ottenuto dall’emolisato 
di eritrociti di ratto alimentato con dieta contenente 
il 30% di galattosio. 


(6 mg) vennero somministrate a parte una 
volta pro settimana e pro ratto. 

A un gruppo di questi animali veniva ag- 
giunto alla dieta orotato di potassio nella dose 
giornaliera gia detta, mentre un terzo gruppo 
era alimentato con una dieta uguale alla pre- 
cedente, ma sostituendo il saccarosio al galat- 
tosio. L’esperimento é stato condotto per 
$§ giorni e in questo intervallo di tempo 
si ¢ avuta comparsa di cataratta in quasi tutti 
gli animali alimentati con galattosio e turbe 
bene evidenti del loro accrescimento, mentre 
Vincidenza della cataratta e le modificazioni 
del peso erano minori nei ratti nei quali veniva 
somministrato anche |’orotato (*). 

La determinazione dell’attivita Gal-1-P-uri- 
diltransferasica e di quella UDPG-pirofosfori- 
lasica é stata eseguita sugli emolisati di eritrociti 
dei ratti alimentati con solo galattosio e con 
galattosio + orotato e dei controlli con la 
tecnica di Kalckar e Coll. (1). I reattivi im- 


(*) Ringraziamo vivamente la Lepetit S.p.A. per averci for- 
nito gli animali e la dieta impiegata in queste ricerche. 
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piegati sono quelli standardizzati forniti dalla 
ditta Sigma. 

Nei grafici sono riportate le differenze in 
D.O. a 340 millimicron, determinate allo spet- 
trofotometro Beckmann durante 15 e 20 mi- 
nuti di reazione. Come risulta chiaramente, 
entro questo periodo di tempo la reazione 
aveva un andamento lineare, mentre dopo 20 
minuti la curva tendeva ad appiattirsi per 
esaurimento del substrato. 

I valori di attivita enzimatica vengono ri- 
feriti in Unita per g di Hb, calcolate come ¢é 
indicato nel lavoro di Anderson e Coll. (6). 


Ricordiamo che il dosaggio dell’enzima Gal-1-P- 
-uridiltransferasi viene eseguito in via indiretta, 
aggiungendo all’emolisato di eritrociti del Gal-1-P 
e dell’UDPG e successivamente, dopo incubazione 


a 37°, del DPN e dell’? UDPG-deidrogenasi e deter- 


minando la curva di densita ottica a 340 mu in tempi 
successivi. Stessa determinazione si fa sull’emolisato, 
al quale si sono aggiunti UDPG, DPN e UDPG- 
-deidrogenasi, senza Gal-1-P. 

In presenza di normale attivita transferasica si deve 
avere una notevole variazione nella D.O. tra le due 
curve, in quanto l’UDPG nella prova contenente 
Gal-1-P é trasformato in UDP-Gal e quindi non 
pud venire ossidato dalla UDPG-deidrogenasi con 
formazione di DPNH. 
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Quando l’enzima é diminuito o assente, le due 
curve si avvicinano sino a combaciare, perché 
PUDPG non é utilizzato e l’aumento della D.O. 
provocato dalla riduzione del DPN a DPNH indica 
la quantita di UDPG presente. 

Se si aggiunge il pirofosfato nella prova di incu- 
bazione dell’UDPG con l’emolisato e successivamente 
il DPN e la UDPG-deidrogenasi si ha consumo di 
UDPG proporzionale alla quantita di UDPG-piro- 
fosforilasi contenuta negli eritrociti. 


RISULTATI 


Le determinazioni dell’attivita Gal-1-P-uri- 
diltransferasica e UDPG-pirofosforilasica sono 
state effettuate sugli eritrociti dei ratti alimen- 
tati con galattosio, con galattosio e orotato 
e nei controlli a 25-35-45 e 55 giorni dal- 
linizio della somministrazione della dieta. 

I risultati delle determinazioni delle attivita 
enzimatiche eritrocitarie sono riportati nella 
tabella I. 

Nel corso del trattamento i ratti alimentati 
con solo galattosio hanno dimostrato, nei 
confronti di quelli alla cui dieta veniva ag- 
giunto l’orotato, una pit alta incidenza di 
cataratta mono e bilaterale, una pit grave 
compromissione dell’accrescimento e  segni 
di maggiore sofferenza generale. 
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Grafici 3 e 4 — Analisi del filtrato ottenuto dall’emolisato di eritrociti di due ratti alimentati con dieta 
contenente il 30% di galattosio e g 1,6%, di orotato di potassio. 
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TABELLA I 


Ratti alimentati 
con Gal. con Gal. + orotato Ratti controllo | 
| 
| DETERMINAZIONE DELL’ATTIVITA GAL-1-URIDILTRANSFERASICA 
| NEGLI EMOLISATI DI ERITROCITI | 
U. 0,72/g Hb | U. 1,26/g Hb | U. 2,40/g Hb 
| U. 0,81/g Hb U. 0,63/g Hb 2, Hb 
| U. 0,60/g Hb U. 0,40/g Hb | U. 3,20/g Hb 
| GOPO 35 GR -..-6..eesessseresssceencesesees | U. 0,54/g Hb U. 1,17/g Hb U. 2,60/g Hb 
U. 0,27/g Hb U. 0,90/g Hb | U. 2,70/g Hb 
U. 1,30/g Hb U.1,39/g Hb 2,44/g Hb 
U. 1,17/g Hb U. 1,49/g Hb | U. 2,62/g Hb 
| | 
U. 1,15/g Hb U. 2,19/g Hb | U. 2,30/g Hb 
| U. 1,60/g Hb | U. 1,97/g Hb U. 2,60/g Hb 
DETERMINAZIONE DELL’ATTIVITA UDPG-PIROFOSFORILASICA 
| NEGLI EMOLISATI DI ERITROCITI 
U. 4,7/g Hb | 4,80/g Hb |  U. 3,82/g Hb 
| | 
U. 4,1/g Hb U. 4,52/g Hb U. 3,60/g Hb 
U. 4,5/g Hb | U. 4,90/g Hb | U. 3,80/g Hb 
OS Sho AE U. 3,47/g Hb U. 3,80/g Hb U. 3,60/g Hb 
U. 4,35/g Hb | 3,90/g Hb 3,80/g Hb 
| 
U. 4,15/g Hb U. 5,10/g Hb U. 4,20/g Hb 
| U. 3,90/g Hb | U. 4,20/g Hb U. 4,25/g Hb 


Dopo circa un mese e mezzo di somministra- 
zione della dieta di galattosio, gli animali 
rifiutavano di alimentarsi e lasciavano buona 
parte della razione giornaliera. 

A 45 giorni di distanza dalla sospensione 
della dieta si ripetevano le determinazioni delle 
due attivita enzimatiche eritrocitarie oggetto 
del nostro studio in alcuni ratti e i risultati 
sono riportati nella tabella II. 

Allo scopo di controllare infine se l’aggiunta 
in vitro di galattosio agli eritrociti di ratti 
galattosemici e di ratti normali fosse in grado 
di modificare l’attivita uridiltransferasica per 
formazione di inibitori, si é determinata |’at- 
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tivita enzimatica dopo incubazione per 30’ a 
37° degli eritrociti lavati, in soluzione 0,25 M 
di galattosio. I dati ottenuti sono riportati 
nella tabella III. 

L’UDPG-pirofosforilasi non era modificata 
sensibilmente negli eritrociti dei ratti galatto- 
semici e i valori della determinazione nei 
vari animali corrispondevano a quelli dei ratti 
controllo. 


CONCLUSIONI 
Negli eritrociti di ratti divenuti galattosemici 
per somministrazione protratta di dieta arric- 
chita in galattosio si sono avuti valori di 


Taprita II Attivita Gal-1-P-uridiltransferasica 
UDPG-pirofosforilasica negli eritrociti di ratti ali- 
mentati con galattosio, galattosio e orotato a 45 
giorni di distanza dalla sospensione della dicta. 


UDPG 

sferasi pirofosforilasi 
Galattosio + orotato ratto I 2,16 U. 5.9 U. 
ratto 2 2,34 U. 3,9 VU. 
Galattosio ......... ratto I 2,32 U. 9,6 U. 
ratto 2 0,6 U. 3,82 U. 
ratto 3 1,9 U. 6,4 U. 


Gal-1-P-uridiltransferasi molto bassi, nelle 
prime determinazioni inferiori all’unita, nelle 
ultime appena superiori, mentre i valori per 
i ratti controllo oscillavano sulle U. 2,5/g Hb, 
corrispondenti a quelli trovati da pom sm 
e Coll (6). 

Negli eritrociti dei ratti galattosemici, trat- 
tati contemporaneamente con galattosio+ oro- 
tato, si sono avuti valori nettamente superiori 
a quelli dei ratti alimentati con solo galattosio 
in quattro animali su otto, mentre negli altri 
quattro i valori corrispondevano o erano 
leggermente superiori, ma inferiori mai. 

Nelle determinazioni eseguite dopo 35 
giorni dall’inizio della dieta, i valori di Gal-1-P- 
-uridiltransferasi erano leggermente aumentati 
tispetto ai precedenti e cid in contrasto con 
le condizioni di nutrizione sempre piti scadute 
e con la presenza della cataratta. 

E possibile che in questi animali, che si 
alimentavano scarsamente, la ridotta introdu- 
zione di galattosio avesse portato a una re- 
versione parziale della riduzione enzimatica, 
senza riuscire a modificare favorevolmente 
lo stato di nutrizione e la funzionalita degli 
organi gravemente compromessi. 

Nessun potere inibitore in vitro ha dimo- 
strato il galattosio, aggiunto negli emolisati, 
sull’enzima transferasico. Viene cosi dimo- 
strato che nei giovani ratti che non presentano 
una anomalia ereditaria del metabolismo del 
galattosio, ma nei quali i sistemi enzimatici 
deputati al metabolismo di questo zucchero 
sono poco efficienti per la scarsita di lattosio 


nel latte materno, é possibile provocare, con 
somministrazione protratta di galattosio, una 
ben evidente riduzione di attivita della Gal-1-P- 
-uridiltransferasi. 

E difficile stabilire se si arrivi a un esauri- 
mento di questo enzima, che non viene ri- 
generato a sufficienza, per le turbe della sintesi 
proteica dovute all’alterazione dei meccanismi 
fornitori di energia alle cellule o se si formi 
con il Gal-1-P presente in eccesso un com- 
posto inibitore dell’enzima. Questa spiega- 
zione é stata avanzata per l’inibizione della 
para-idrossifenilpiruvico ossidasi, ottenuta in 
vitro con eccesso di substrato (7). 

Noi tenderemmo ad accettare la prima sup- 
posizione, sia per la negativita della prova di 
incubazione in vitro dell’emolisato con galat- 
tosio, per quanto le condizioni siano ben 
diverse da quelle che si verificano in vivo, 
sia per l’effetto favorevole esplicato dall’oro- 
tato di potassio, addizionato nella dieta al 
galattosio, sull’attivita della Gal-1-P-uridil- 
transferasi. 

Questa osservazione é in accordo con quanto 
da noi é stato messo in evidenza nelle prece- 
denti ricerche riguardo all’attenuazione dei 
sintomi della malattia galattosemica, delle 
lesioni istologiche del fegato e dei reni e delle 
turbe degli esteri fosforici, attenuazione che si 
stabilisce per l’aggiunta giornaliera di acido 
orotico agli alimenti. 

L’acido orotico potrebbe favorire, quale 
precursore pirimidinico, la sintesi dell’ UDPG, 
ma cid non spiega il miglioramento dell’atti- 
vita dell’enzima transferasico, dato che noi 
esaminiamo proprio questa attivita con la 


Tasetta [Il - Attivita Gal-1-P-uridiltransferasica 
negli eritrociti di ratti galattosemici e dei controlli 
dopo incubazione in soluzione 0,25 M di galattosio. 


ratto I 1,24 U./g Hb 
| ratto 2 1,08 U./g Hb 
| Galattosio + orotato ... ratto I 1,68 U./g Hb. 
| Controlli ............. ratto I 2,04 U./g Hb 
| ratto 2 2,37 U./g Hb 
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tecnica impiegata, che comporta |l’aggiunta 
di UDPG all’emolisato in vitro. 

Bisogna forse piuttosto chiamare in causa la 
favorevole influenza che l’acido orotico eser- 
cita sul metabolismo proteico in genere e su 
quello dei nucleoprotidi in particolare, con 
miglioramento nella struttura e nella funzione 
dei mitocondri e dei microsomi e nelle pre- 
stazioni energetiche delle cellule (8). A so- 
stegno di questa interpretazione stanno le 
osservazioni di Vescia e Mainardi (9) che hanno 
ottenuto mediante trattamento con acido oro- 
tico un ritorno alla norma del processo di 
attivazione degli aminoacidi (prima tappa per 
la re fortemente depresso nella 
galattosemia sperimentale. 

Si aprono cosi nuove possibilita terapeutiche, 
anche nel diabete galattosurico umano, all’im- 
piego di acido orotico, somministrato contem- 
poraneamente a una dieta, nella quale il lat- 
tosio sia del tutto assente o per lo meno 
molto ridotto. 


RIASSUNTO 


Gli AA., continuando le ricerche sulle modifica- 
zioni metaboliche ed enzimatiche che si stabiliscono 
nella galattosemia sperimentale del ratto, hanno 
dimostrato, con il dosaggio diretto negli eritrociti 
della Gal-1-P-uridiltransferasi, una riduzione note- 
vole della sua attivita. Questa turba enzimatica acqui- 
sita, probabilmente per un esaurimento da ridotta 
sintesi proteica o per un’azione inibitrice esercitata 
dal substrato in eccesso, viene in parte corretta dal- 
l’aggiunta di acido orotico alla dieta arricchita in 
Si preconizza l’impiego di acido orotico 
anche nella terapia del diabete galattosurico umano, 
contemporaneamente anche alla dieta priva o molto 
ridotta in lattosio. 


RESUME 


Détermination de la Gal-1-P-uridiltransférase érythrocy- 
taire dans la galactosémie expérimentale et variations 
provoquées par l’acide orotique. 

Les Auteurs ayant continué leurs recherches sur 
les modifications métaboliques et enzymatiques qui 
s’établissent dans la galactosémie expérimentale du 
rat, ont déterminé, au moyen d’un dosage direct 
dans les érythrocytes de la Gal-1-P-uridiltransférase, 
une réduction trés nette de son activité. Cette per- 
turbation enzymatique acquise, probablement par 
un épuisement da a une synthése protéique réduite 
ou par une action inhibitrice exercée par le substra- 
tum en excés, est en partie corrigée par une adjonc- 
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tion d’acide orotique au régime enrichi en galactose. 
On préconise l’emploi d’acide orotique méme dans 
la thérapeutique du diabéte galactosurique humain, 
en méme temps que le régime dépourvu ou trés 
réduit en lactose. 


SUMMARY 


Estimation of red blood cell Gal-1-P-uridyltransferase 
in experimental galactosemia and variations which are 
induced by orotic acid. 

In a further investigation concerning the meta- 
bolic and enzymatic modifications accompanying 
experimental galactosemia in the rat, a marked 
reduction in Gal-1-transferase activity was shown, 
through direct estimation, in the red blood cells. 
This acquired enzymatic disorder, probably due 
either to an exhaustion from reduced synthesis of 
proteins or to an inhibitory action from exceeding 
amount of substrate, can be partially corrected by 
addition of orotic acid to the galactose-enriched diet. 
The use of orotic acid, combined with a diet lacking 
or very poor in galactose, is also advocated in the 
treatment of human galactosemia. 


ZUSAMMENFASSUNG 


Bestimmung der erythrocytéaren Gal-1-P-uridyltransfe- 
rase bei der experimentellen Galaktosemie und Veran- 
derungen, welche durch orotsdure hervorgerufen werden. 


In Fortsetzung ihrer Untersuchungen iiber die 
bei der experimentellen Blutgalaktose der Ratte 
eintretenden metabolischen und enzymatischen Abin- 
derungen, haben die Verfasser, mittels direkter 
Bestimmung in den Erythrocyten, eine merkbare 
Herabsetzung der Aktivitét der Gal-1-P-uridyl- 
transferase bewiesen. Diese, wahrscheinlich durch 
eine Erschépfung infolge verminderter Eiweissyn- 
these, oder auch durch eine hemmende Wirkung 
des iiberflussigen Substrates, erworbene enzymatische 
Stérung wird mittels Zusatz von Orotsaure in die 
an Galaktose angereicherte Didt zum Teil ausgegli- 
chen. Es wird daher auch fiir die Behandlung des 
galaktosurischen Diabetes beim Menschen, neben 
der an Galaktose mangelnden oder sehr beschrankten 
Diat, die gleichzeitige Anwendung von Orotsaure 
empfohlen. 


RESUMEN 


Determinacién de la Gal-1-P-uridiltransferasa  eritro- 
citaria en la galactosemia experimental y variaciones 
determinadas por el dcido orético. 

Los Autores, llevando adelante sus investigaciones 
acerca de las modificaciones metabdlicas que se 
establecen en la galactosemia experimental en Ia rata, 
han demostrado, con la dosificacién directa en los 
eritrocitos de la Gal-1-P-uridiltransferasa, una no- 
table reduccién de su actividad. Esta alteracién 
enzimatica adquirida, probablemente por un agota- 
miento debido a sintesis proteica reducida y a una 


accion inhibidora ejercida por el substrato en exceso, 
se corrige en parte con la agregacién de Acido orético 
a la dieta rica en galactosa. Se preconiza el empleo 
de acido orético incluso en la terapéutica de la dia- 
betes galactosurica humana junto con una dieta 
privada de lactosa o con cantidad muy reducida. 
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OSPEDALE PSICHIATRICO PROVINCIALE DI MILANO IN MOMBELLO 
(Direttore: Prof. R. Bozzi) 


REPARTO OSSERVAZIONE E CURA 
(Primario: Prof. A. Della Beffa) 


Sugli effetti terapeutici della piridossina ad alte dosi 
nelle sindromi extrapiramidali 


P. M. ALLEVA 


I tentativi di trattamento del morbo di 
Parkinson e delle sindromi parkinsoniane con 
la piridossina (vitamina Bg) risalgono a una 
ventina di anni fa circa. Infatti, Meyer Zeligs 
nel 1941 (1) tentava di curare il parkinsonismo 
post-encefalitico e arteriosclerotico con dosi 
di 50-100 milligrammi di vitamina Bg, non 
ottenendo perd alcun risultato. Nel 1947 
Hielo (2) si occupava dello stesso argomento 
e l’anno successivo i nostri Stefanini e Roi (3) 
ottenevano dei modesti risultati, che sem- 
bravano loro sufficienti per giustificare l’oppor- 
tunita di ulteriori studi in questa direzione. 

Nel 1949 € nel 1950 Rosso (4) riprendeva 
la sperimentazione pit a fondo e usava delle 
dosi relativamente pit elevate di quelle usate 
dagli studiosi precedenti, affermando di aver 
ottenuto soddisfacenti risultati nelle forme 
ipertoniche di parkinsonismo e nelle emiplegie 
spastiche post-apoplettiche. Nella sua pub- 
blicazione riassuntiva del 1950 ribadiva questi 
concetti, preconizzando un trattamento a dosi 
di 100 milligrammi iniziali e decrescenti in 
prosieguo di tempo e confermava I’utilita di 
questo medicamento. 

Sull’argomento comunicavano anche, pit 
tardi, Grischgl (5) Ranco (6) (che usava 
la via endorachidea), Finke (7), Sigwald e 
altri (8). Come osserva Finke, nel 1944, i ri- 
sultati riferiti dai vari Autori sono alquanto 
contrastanti, anche se in genere si tende verso 
una cauta valutazione. Questo Autore ritiene 
che tale divergenza di opinioni dipende dal 
fatto che le dosi utilizzate e considerate elevate 
da alcuni erano in realta lontane dalla dose 


che egli reputa ottimale, non solo, ma che 
erano stati sottoposti a trattamento casi di 
varia gravita e di differente natura ed origine. 
Finke, quindi, considerata la innocuita di un 
prodotto che poteva essere dato a dosi ben 
pitt alte di quelle previste dalla terapia fino 
a quel momento, preconizzava un trattamento 
a dosi veramente elevate e cioé oscillanti fra 
i 600 e i 1400 milligrammi al giorno, per via 
orale e parenterale. L’A. riassume la sua espe- 
rienza su sei casi curati, affermando che di 
essi uno, relativamente leggero, aveva dato 
un risultato eccezionalmente favorevole; altri 
due avevano ottenuto un miglioramento 
oggettivo notevole, mentre gli ultimi tre non 
avevano dato luogo ad alcun risultato oggettivo 
degno di nota. Questi ultimi tre casi erano 
rappresentati da parkinsonismo insorto dai 
cingue ai dieci anni prima del trattamento. 

Sulla base di questa sua esperienza, Finke 
conclude affermando che il trattamento a dosi 
elevate come quelle da lui suggerite é efficace 
purché venga instaurato nei casi leggeri e 
recenti, mentre il miglioramento diminuisce 
fino a non comparire affatto nei casi di antica 
data. L’A. fa l'importante osservazione che 
anche questi dosaggi elevatissimi non danno 
alcuna complicazione e sono perfettamente 
tollerati per qualunque via di somministrazione. 

Nel 1956 anche Sigwald e Coll. (9) utiliz- 
zavano dosi notevolmente alte di piridossina, 
sempre in forme neurologiche con tremori 
(tremore essenziale, tremori senili, tremori 
parkinsoniani). Questi AA. hanno ottenuto 
risultati che chiamano favorevoli con la cura 
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piridossinica in quindici pazienti su sedici 
sofferenti di tremore essenziale e  risultati 
particolarmente buoni in cinque pazienti af- 
fetti da tremori senili con dosi di 250-500 
milligrammi per via intramuscolare o di 250- 
700 milligrammi per via orale. 

Sulla base di questi dati della letteratura, 
abbiamo noi stessi tentato di trattare alcuni 
casi di sindromi parkinsoniane e di turbe 
extrapiramidali con dosi elevate, superiori a 
quelle di Sigwald e uguali a quelle suggerite 
da Finke, per vedere se l’'alto dosaggio di 
piridossina aveva in realta un’azione favorevole 
sopra queste sindromi (*). 

La nostra esperienza si basa su quattro casi, 
tre dei quali di parkinsonismo encefalitico e 
uno di spasmo di torsione. 


I tre casi di parkinsonismo, nel complesso, hanno 
dato un esito negativo. Il primo, un parkinsonismo 
encefalitico datante da circa sei anni, é stato sottoposto 
a trattamento con pirido‘sina in due cicli, uno 
della durata di trenta giorni, iniziato con la dose di 
$00 milligrammi, con rapidi aumenti giornalieri fino 
a raggiungere al sesto giorno la dose massima di 1100 
milligrammi, mantenuta fino al trentesimo giorno; 
parte di questa dose, ¢ precisamente 900 milligrammi, 
€ stata somministrata per via intramuscolare (una 
iniezione di 600 mg ed una di 300 mg) e la restante 
parte per via orale; l’altro ciclo ebbe la durata di 
20 giorni e fu intrapreso dopo un intervallo di venti 
giorni circa. Questa volta si Taggiunsero le dosi 
massive pili rapidamente, data l’ottima tolleranza 
gia sperimentata. Al termine del primo ciclo il 
paziente aveva assunto un totale di g 30,800 di 
piridossina, mentre alla fine del secondo ciclo il 
totale fu di g 20,100. 

Il secondo caso é stato sottoposto a un trattamento 
suddiviso anch’esso in due cicli, ancora pili intenso 
di quello precedente. 

Il paziente, che aveva una forma di parkinsonismo 
datante da circa dieci anni, prevalente da un lato 
e con un quadro essenzialmente caratterizzato dal- 
lipertono e da scarso tremore, non ha avuto alcun 
giovamento, né obbiettivo né soggettivo, pur man- 
tenendo per molti giorni dosi di 1300-1400 milli- 
grammi. Alla fine del trattamento questo paziente 
aveva assunto un totale di $5 g di piridossina. 

Il terzo caso, anch’egli un parkinsoniano encefalitico, 
di 68 anni, con sintomi datanti da dieci anni e 
costituiti prevalentemente dall’ipertono, é stato sot- 
toposto a due cicli, il primo dei quali di venti giorni, 
il secondo di otto, arrivando alla dose massima di 


(*) Il cospicuo quantitativo di piridossina ci é stato gentilmente 
fornito dalla Lepetit S.p. A., che qui ringraziamo, nelle confe- 
zioni di 300 mg in fiale iniettabili e 200 mg in compresse. 
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1000 milligrammi, di cui circa un terzo per via orale; 
il secondo ciclo é stato interrotto — otto giorni 
dopo linizio del trattamento per I’assoluta negati- 
vita dei risultati. 

Molto pit interessante, viceversa, é il 5 psi 
caso, di un ragazzo di 13 ani, sofferente di una 
forma di spasmo di torsione insorta circa sei 
anni prima. Di questo diamo qui un reso- 
conto pitt dettagliato, per l’interesse delle 
risposte terapeutiche ottenute. 


Anamnesi famigliare e personale negativa per tare 
ereditarie neurologiche e somatiche; rig aziente ebbe 
una nascita e uno sviluppo normali. All’eta di cinque 
anni fu ricoverato in Sanatorio per infiltrato pol- 
monare- apicale destro ¢ sottoposto ad intensissime 
cure antibiotiche con streptomicina e acido parami- 
nosalicilico. Guarito ’affezione tubercolare in 
modo completo, stava per essere dimesso dal Sana- 
torio dopo due anni di degenza, quando comparvero 
i primi movimenti muscolari involontari, irrefre- 
nabili, lenti, irregolari, a carico del capo, dapprima 
rari, indi pili frequenti, mentre la sintomatologia si 
estendeva agli arti superiori, al tronco e agli arti 
inferiori, con un aspetto clinico di forma ipercine- 
tica a tipo spasmo di torsione. Ricoverato due volte 
per accertamenti in una Clinica Neurologica, ivi 
rimase degente per un totale di sessanta giorni. Fra 
le indagini espletate, di interesse risultarono l’esame 
del fundus oculi, che in O.S. metteva in evidenza 
segni di angiomatosi frusta. Alla pneumoencefalo- 
grafia, allargamento uniforme dei ventricoli con 
asimmetria dei laterali per prevalenza del sinistro. 
Il tracciato elettroencefalografico rivelava segni di 
encefalopatia diffusa e di sofferenza sottocorticale a 
livello retro-talamico. 

L’evoluzione della forma, diagnosticata come 
spasmo di torsione, ha permesso di osservare alter- 
nanze di miglioramento e recrudescenze, e una pro- 
gressiva tendenza, negli anni, a una certa stabiliz- 
zazione su un livello di minore gravita. 

Allinizio del trattamento con piridossina, il paziente 
presentava ipercinesie di modica intensita agli arti 
inferiori, al tronco e, di maggior grado, agli arti su- 
periori, mentre si riscontrava una discreta conserva- 
zione della motilita volontaria coordinata; la grafia 
era alterata (v. fig. 1). La deambulazione era distur- 
bata da brusche interruzioni dovute alle discinesie; 
la manifestazione motoria globalmente considerata 
assumeva le caratteristiche di una gesticolazione di 
tipo discinetico, coreo-atetosico. Tutte le manife- 
stazioni motorie scomparivano durante il sonno, ma 
si accentuavano nei minuti che lo precedevano. 
Esame psichico nella norma. 

Il nostro trattamento fu condotto in tre cicli di 
25, 20 e 20 giorni, intervallati da periodi di riposo 
rispettivamente di 10 e 60 giorni. Il primo ciclo fu 
iniziato alle dosi di 500 mg pro die (1 fiala intramu- 
scolo da 300 mg e I compressa da 200 mg) e dopo 


dy Le cate, as palin, 


Fig. 1 - Si noti Valterazione della grafia del soggetto in esame, all’inizio del trattamento piridossinico 
(riproduzione in grandezza naturale). 


Fig. 2 - Grafia dello stesso soggetto, alla fine del secondo ciclo di cura con piridossina 
(riproduzione in grandezza naturale). 
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soli tre giorni si aumentd a 700 mg al di (1 fiala e 
2 compresse) mantenendo il dosaggio fino alla fine. 
Il secondo ciclo fu condotto alle dosi quasi costanti 
di 900 mg al di, cosi come il terzo ciclo, e la som- 
ministrazione fu di 300 mg per via parenterale e 
di 600 per via orale. 

I primi risultati favorevoli furono notati dopo 
circa 10 giorni dall’inizio del primo ciclo, per netta 
diminuzione dei tremori alle mani ed una soggettiva 
sensazione di scioltezza alla deambulazione e per 
sicura diminuzione degli inceppi durante la marcia. 
Alla fine del primo ciclo i movimenti discinetici agli 
arti superiori erano notevolmente rari e per lunghi 
intervalli di tempo non erano affatto rilevabili; 
anche agli arti inferiori fu possibile registrare un 
soddisfacente progresso. Al tronco, invece, si dovette 
constatare il permanere delle manifestazioni spastiche, 
peraltro rare. 

Il secondo ciclo fu intrapreso quando si ebbe una 
certa ripresa delle ipercinesie, e¢ il risultato fu senz’al- 
tro cospicuo, specialmente per I’effetto benefico sulle 
discinesie degli arti superiori: la prova di scrittura 
(v. fig. 2), fatta alla fine di questo ciclo, documenta 
il vantaggio ottenuto sulla fine motilita manodigitale. 

L’intervallo di due mesi fra il secondo e il terzo 
ciclo non apport6 sostanziali modifiche alla sindrome, 
se si eccettua una certa ripresa degli spasmi del tronco. 
Il terzo ciclo produsse miglioramenti ulteriori. 


La tollerabilita del prodotto é stata eccellente 
in tutti i casi, sia per imiezione sia per via 
orale, anche a dosi elevatissime; in un solo 
caso, il secondo, si sono avute modeste turbe 
gastriche, con sensazione di peso e difficolta 
digestiva, ma solo durante i primi giorni di 
trattamento: queste turbe si sono risolte quasi 
subito e non | sa quindi rappresentato una 
preoccupazione né hanno richiesto la sospen- 
sione o la diminuzione delle dosi per via orale. 
Nel complesso percid il prodotto é da consi- 
derarsi ottimamente tollerabile, senza eccezione, 
anche a dosi estremamente alte come quelle 
usate nei nostri casi. 

Riassumendo, la casistica, anche se modesta, 
ci dimostra che, nei tre casi di parkinsonismo 
encefalitico, tutti e tre scelti.tra forme da 
tempo instauratesi e di media o grave entita, 
i risultati del trattamento piridossinico sono 
da considerarsi negativi, mentre un risultato 
che vorremmo chiamare brillante si é avuto 
nel giovane tredicenne che aveva manifesta- 
zioni discinetiche a tipo spasmo di torsione. 

Sono state proposte numerose ipotesi sul- 
l’'azione farmacologica della vitamina B, nel 
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parkinsonismo encefalitico e nelle sindromi 
extrapiramidali in genere, e cosi Joliffe (10) 
e Spies (11) suppongono che si tratti di un 
effetto diretto sulla muscolatura, mentre 
Glanzmann (12) ritiene possibile una influenza 
sulla struttura della guaina mielinica delle 
fibre; Antopol e Schotland (13) pit tardi, e 
successivamente anche Birkmayer (14) hanno 
pensato che invece la piridossina abbia un effetto 
diretto sulle cellule nervose stesse. L’azione 
quasi specifica della vitamina Bg sul sistema 
extrapiramidale é@ stata messa in connessione 
anche con I’elevato contenuto in ferro e con 
aumento del metabolismo proteico nei gan- 
gli basali. E nozione bene acquisita, come 
Finke ricorda, che le vitamine al di 1a della 
loro azione specifica hanno, anche a determi- 
nate dosi, un’azione farmacodinamica; appunto 
su questa base egli ha utilizzato dosi molto 
elevate di piridossina. A questo proposito é 
di notevole interesse la pubblicazione recente 
di Hotovy (15) sopra l’azione sinergica della 
5-idrossitriptamina e della piridossina. Questo 
Autore, che richiama brevemente la lettera- 
tura sopra il metabolismo della vitamina B, 
nel ricambio nervoso, come coenzima in una 
serie di sistemi enzimatici, ricorda che alcuni 
studiosi hanno dimostrato che la vitamina Bg, 
sotto forma di fosfato di piridossale, é neces- 
saria per la trasformazione mediante decar- 
bossilazione del 5-idrossitriptofano in s-idros- 
sitriptamina (Sinclair, 16). Le sue ricerche su 
cani hanno messo in evidenza che dosi endo- 
venose di quantita progressive di vitamina B, 
inducevano una degli animali 
verso la serotonina, sensibilizzazione che si 
manifestava in una serie di fenomeni clinici 
e di laboratorio e conclude che analogamente 
ad altri medicamenti (fra i quali la bulbocap- 
nina) l’azione potenziatrice della piridossina 
sopra la serotonina si verifica per il possibile 
intervento della prima sul metabolismo della 
seconda, con azione ipotetica sulle sinapsi 
nervose. Nella oscurita he ancora regna sopra 
molti aspetti del metabolismo della piridossina, 
questi bs sembrano fornire qualche indica- 
zione suggestiva. E da considerarsi ragionevole 
lipotesi che, se una certa azione la piridossina 
pud avere sulle cellule dei nuclei centrali e di 
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altre strutture correlate con i gangli basali, 
questa azione pud verificarsi nei casi recenti 
nei quali la lesione anatomica é da presumersi 
ancora parzialmente reversibile. Si comprende 
agevolmente come nei casi gravi e datanti da 
lungo tempo, dove la lesione anatomica é 
gia presumibilmente estesa e irreversibile, non 
si possa ottenere alcun effetto terapeutico, a 
parte la affermazione del paziente di un be- 
nessere soggettivo. quindi comprensibile 
la raccomandazione di trattare i casi recenti, 
e solo questi, anche in considerazione del- 
lelevato quantitativo di medicamento neces- 
sario per un trattamento completo. La nostra 
esperienza conferma — punto di vista, 
poiché i tre casi di parkinsonismo non hanno 
avuto alcun risultato, come é stato detto in 
precedenza, ed erano tutti casi da tempo 
stabilizzati e di media o notevole gravita. 
Invece il caso di spasmo di torsione nel ra- 
gazzo tredicenne, di cui sopra sono stati dati 
pi ampi ragguagli, ha avuto un esito favo- 
tevole, ma appunto era abbastanza recente, 
ad evoluzione gia spontaneamente favore- 
vole del processo encefalopatico sottostante; 
per ipotesi si pud ammettere che in questo 
paziente la malattia fosse in uno stadio evo- 
lutivo in cui il danno anatomico non era 
apparentemente esteso e grave. E anche da 
dire che in questo caso i] processo sottostante 
al quadro clinico interessava probabilmente 
strutture in parte differenti da quelle che 
generalmente sono coinvolte nel parkinsoni- 
smo vero e proprio. 

Per questi motivi, pur non escludendo l’uti- 
lizzazione di altri medicamenti in concomi- 
tanza, come é stato del resto gia suggerito da 
Rosso, riteniamo di poter affermare che la 
piridossina é una sostanza che nei casi recenti 
di malattie extrapiramidali pud essere util- 
mente impiegata e pud avere effetti benefici, 
enon é escluso, concludiamo con Finke, che 
ad alte dosi la piridossina possa, per mecca- 
hismi tuttora in gran parte ignoti, ma pro- 
babilmente in rapporto con il metabolismo 
della serotonina, arrestare l’evoluzione di pro- 
cessi degenerativi centrali o pit: genericamente 
intervenire nel metabolismo di processi pato- 
logici encefalici, quindi anche flogistici. 


RIASSUNTO 


L’Autore, dopo una rapida rassegna della lettera- 
tura in argomento, riferisce su esperienze terapeu- 
tiche personali in quattro casi di sindromi extrapira- 
midali (3 casi di parkinsonismo encefalitico di vec- 
chia insorgenza e un caso di spasmo di torsione ad 
inizio pit recente) con alte dosi di piridossina 
(fino a 1400 milligrammi al di), somministrata per 
via intramuscolare ed orale. Segue una breve di- 
scussione sui risultati raggiunti, che sono stati ne- 

ativi per i casi di parkinsonismo encefalitico e 
avorevoli per quello di spasmo di torsione. 


RESUME 


Sur les effets thérapeutiques de la pyridoxine a fortes 
doses dans les syndromes extrapyramidaux. 

L’auteur, aprés une rapide revue de la littérature 
en question, Communique ses propres expériences thé- 
rapeutiques dans 4 cas de syndromes extrapyrami- 
daux (3 cas de parkinsonisme encéphalitique de longue 
date et 1 cas de spasme de torsion d’apparition plus 
récente) avec de fortes doses de pyridoxine (jusqu’a 
1400 mg par jour) administrée par voies intramu- 
sculaire et orale. Suit une bréve discussion sur les 
résultats obtenus qui se sont avérés négatifs dans 
les cas de parkinsonisme encéphalitique et favorables 
dans le cas du spasme de torsion. 


SUMMARY 


On the therapeutic effect of high doses of pyridoxine in 

extra-pyramidal syndromes . 

After briefly reviewing the literature on this 
subject, the author reports his personal therapeutic 
experiences in four cases of extra-pyramidal syndromes 
(3 cases of long-standing encephalitic parkinsonism 
and one of more recently appearing torsion spasm), 
treated with high doses of pyridoxine (up to 1400 mg 
daily), administered intramuscularly or orally. A 
brief discussion then follows with regard to the results 
obtained, which were negative in the cases of ence- 
phalitic parkinsonism and favourable in that of 
torsion spasm. 


ZUSAMMENFASSUNG 


Ueber die therapeutische wirkung hoher dosen von pyri- 
doxin auf extrapyramidale erkrankungen. 

Nach einem kurzen Ueberblick iiber die einsch- 
lagige Literatur berichtet der Verfasser iiber eigene 
therapeutische Erfahrungen mit hohen intramusku- 
laren und peroralen Dosen Pyridoxin (bis zu 1400 
mg pro Tag) bei vier Fallen von extrapyramidaler 
(3 veraltete postencephalitische Par- 
kinsonsfalle und ein frischerer Fall von Torsions- 
spasmus). Die erzielten Ergebnisse, die bei den Parkin- 
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son-Patienten negativ und bei dem Kranken mit 
Torsionsspasmus giinstig ausfielen, werden kurz be- 
sprochen. 


RESUMEN 
Sobre los efectos terapéuticos de la piridoxina a dosis 
altas en los sindromes extrapiramidales. 

El autor, luego de una rapida resefia de la literatura 
en cuestién, da a conocer sus personales experiencias 
terapéuticas en cuatro casos de sindromes extrapi- 
ramidales (3 casos de parkinsonismo encefalitico de 
fecha antigua y un caso de espasmo de torsién de brote 
mas reciente) con altas dosis de piridoxina (hasta 
1400 mg al dia), administrada por las vias intra- 
muscular y oral. Sigue una breve discusién acerca de 
los resultados alcanzados que han resultado negativos 
en los casos de parkinsonismo encefalitico y positivos 
en el de espasmo de torsidn. 
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Effetti in vitro dell’elastasi pancreatica 
sui processi emocoagulativi 


P. MARRAMA - B. ALBERINI - R. LAPICCIRELLA 


L’clastasi_ pancreatica fu isolata nel 1949 da 
Bald e Banga (1) ed é stata definita come una 
proteinasi capace, a differenza della tripsina e 
di altri enzimi proteolitici, di determinare Ja 
solubilizzazione in vitro del tessuto elastico. 

Si ammette oggi che |’enzima clastolitico 
pancreatico, altamente purificato, sia piut- 
tosto da considerare come un «complesso 
enzimatico» costituito prevalentemente da 
un’elastomucoproteinasi e da una collageno- 
mucoproteinasi (2), con inerente possibilita di 
attacco su substrati diversi dall'elastina, quali 
le mucoproteine del siero, l'emoglobina de- 
naturata, la caseina, ecc. (3). 

Queste complesse attivita proteolitiche del- 
lenzima ci hanno spinti ad indagare se |’ela- 
stasi esplicasse una qualsiasi attivita sui processi 
emocoagulativi, analogamente ad altre tipiche 
proteasi quali la papaina e¢ la tripsina (4, 5). 

Tali ricerche si inscrivono inoltre in un 
complesso di nostre indagini di ordine speri- 
mentale e clinico, in corso di attuazione, volte 
ad indagare J’esatto significato del sistema 
elastina-elastasi_nell’ambito patogenetico del 
processo ateromasico. 


MATERIALE E METODI 


L’elastasi impiegata nelle nostre ricerche é 
stata ricavata da un estratto pancreatico totale, 
a sua volta allestito partendo da pancreas 
suino (*). 


(*) L’enzima elastolitico é state preparato nei Laboratori del- 
l'lstituto Serono di Roma, che qui ringraziamo per avercelo 
fornito. L’elastasi é stata confezionata in fiale contenenti la so- 
stanza secca purificata e liofilizzata. 


Per tutte le prove coagulative ci siamo ser- 
viti di plasma umano normale ossalatato (9 
parti di sangue ed 1 di ossalato) ottenuto per 
sedimentazione di siero umano normale os- 
salatato (9:1) e di plasma bovino ossalatato 
e filtrato attraverso filtri Seitz al 20% e 30% 
(privo di fattore VII). 

Abbiamo quindi studiata l’azione di solu- 
zioni di elastasi a diversa concentrazione sul- 
lemocoagulazione attraverso l’impiego dei 
seguenti tests: 


1) Tromboelastogramma (secondo la tecnica di Hartert): 
dopo essere stato eseguito ricalcificando 0.25 cc 
di plasma con 0.10 cc di CaClg (1,29%), é 
stato ripetuto sostituendo in successive deter- 
minazioni nella vaschetta del tromboelastografo 
a o.10 cc del plasma in esame rispettivamente: 
a) cc 0.10 di solvente; b) cc 0.10 di una soluzione 
di elastasi alla concentrazione di 1 mg/cc; c) cc 
0.10 di una soluzione di elastasi alla concentra- 
zione di 2 mg/cc; d) cc 0.10 di una soluzion e 
di elastasi alla concentrazione di 3 mg/cc; e) cc 
0.10 di una soluzione di elastasi alla concentra- 
zione di 4 mg/cc (vedi fig. 1). 


Tempo di ricalcificazione (tempo di Howell): 
é stato determinato con le seguenti modialita: 
a) aggiungendo cc 0.10 di plasma a cc 0.10 del 
solvente ed a cc 0.20 di CaClg; b) aggiungendo 
cc 0.10 di plasma a cc 0.10 di una soluzione di 
elastasi alla concentrazione di 1 mg/cc ed a cc 0.20 
di CaClg; c) aggiungendo cc o.10 di plasma 
a cc 0.10 di una soluzione di elastasi alla con- 
centrazione di 5 mg/cc ed a cc 0.2 di CaCl, 
(vedi tabella I). 


Tempo di coagulazione su plasma non ricalcificato: 
é stato studiato: a) aggiungendo cc 0.5 di 
plasma a cc 0.5 di una soluzione di elastasi alla 
concentrazione di 1 mg/cc; b) aggiungendo cc 0.5 
di plasma a cc 0.5 di una soluzione di elastasi alla 
concentrazione di 2,5 mg/cc; c) aggiungendo 
cc 0.5 di plasma a cc 0.5 di una soluzione di ela- 
stasi alla concentrazione di § mg/cc (vedi tabella Ill). 
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Fig. 1 


N. I, tromboelastogramma del plasma normale; N. 2, tromboelastogramma del plasma normale + solvente; N. 3, tromboelasto- 
gramma del plasma normale + 0,1 mg di elastasi; N. 4, tromboelastogramma del plasma normale + 0,2 mg di elastasi; N. 5, 
tromboelastogramma del plasma normale +- 0,3 mg di elastasi; N. 6, tromboelastogramma del plasma normale + 0,4 mg di elastasi. 


4) Tempo di protrombina (tempo di Quick): eseguito 
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a) aggiungendo cc 0.10 di plasma ad una miscela 
costituita da cc 0.10 di tromboplastina (Roche), 
da cc 0.20 di CaClg e da cc 0.10 del solvente; 
b) aggiungendo cc o.10 di plasma a cc 0.10 di 
una soluzione di elastasi alla concentrazione di 
I mg/cc, cc 0.10 di tromboplastina, cc 0.20 di 
CaCly; c) aggiungendo cc 0.10 di plasma a 
cc 0.10 di una soluzione di elastasi alla concen- 
trazione di § mg/cc, cc 0.10 di tromboplastina, 
cc 0.20 di CaCly (vedi tabella Ill). 


Tempo di coagulazione di alcuni componenti il com- 
plesso protrombinico: Veffetto dell’elastasi é stato 
studiato aggiungendo a cc 0.10 di tromboplastina 
ed a cc 0.10 di CaClg i seguenti substrati: 

a) cc 0.1 di substrato contenente protrombina e 
fattore VII (plasma bovino filtrato al Seitz 20% 
e 30% + siero normale ossalatato in parti eguali); 
b) solo plasma bovino filtrato al Seitz 20 e 30%; 
c) plasma bovino privo di fattore VII + una so- 
luzione di elastasi 1 mg/cc in parti uguali; d) pla- 
sma privo di fattore VII e siero normale ossalatato 
in parti uguali + solvente; e) plasma bovino privo 
di fattore VII e siero make! a ossalatato in parti 
uguali + una soluzione di elastasi mg 1/cc (vedi 
tabella IV). 

Tempo di antitrombina: & stato determinato ag- 
giungendo 0.10 cc di soluzione di elastasi mg 
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1/cc a cc 0.2 di plasma ed a cc 0.10 di una soluzione 
di trombina Roche (4 U/cc) e confrontato con 
il tempo di coagulazione ottenuto da una miscela 
analoga nella quale la soluzione di elastasi é stata 
sostituita con uguale quantita di solvente (vedi 


tabella V). 


Fibrinolisi attivata: & stata studiata col metodo di 
Loomis, modificato aggiungendo cc 0.40 di plasma 
ad una miscela composta da trombina 40 U/cc 
(cc 0.10), streptochinasi 2000 U/cc (cc 0.10), ela- 
stasi 1 mg/cc (cc 0.10), e confrontando i valori 
con quelli ottenuti da una miscela uguale in cui 
lelastasi era stata sostituita con cc 0.10 di solvente 
(vedi tabella VI). 


Fibrinolisi spontanea: stata determinata 
guendo in termostato a 37° la lisi del coagulo 
ottenuto ricalcificando tre campioni di plasma 
normale (0.5 cc) a cui erano stati aggiunti, rispetti- 
vamente, in successive determinazioni, cc 0.10 di 
una soluzione di elastasi alla concentrazione di 
mg tI/cc, cc 0.10 di una soluzione di elastasi 
alla concentrazione di mg $/cc e cc 0.1 del sol- 
vente. 


E stata infine studiata l’azione dell’elastasi su di 
una soluzione di fibrinogeno bovino alla concen- 
trazione di 100 mg/cc. 
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RISULTATI 


Essi sono riportati nelle tabelle e nella figura 
annesse € possono essere cosi riassunti: 


i) nelle nostre condizioni sperimentali 0.1 
mg di elastasi determina sul tracciato trombo- 
elastografico un evidente accorciamento del 
tempo di reazione (r) e nessuna significativa 
variazione del tempo di formazione del coa- 

o (k) e dell’ampiezza massima (mx) (vedi 
I, n° 3); 

A dosi intermedie (0.2 - 0.3 mg) determina 
un evidente accorciamento del tempo di rea- 
zione, seguito da un marcatissimo allunga- 
mento del tempo di formazione del coagulo 
e da una riduzione dell’ampiezza massima 
(vedi fig. 1, nn° 4 e 5); 

A concentrazioni maggiori (0.4 mg) provoca 
un inibizione totale della coagulazione (vedi 
fig. 1, n° 6); 

2) Yelastasi, alla concentrazione pit bassa 
accorcia notevolmente il tempo di ricalcifi- 
cazione: a concentrazione pit alta inibisce 
completamente la coagulazione (vedi tabella I) ; 


3) sul plasma non ricalcificato l’elastasi 
esplica un effetto coagulante in assenza di ioni 
Ca; il fenomeno é stato ottenuto aggiungendo 
alla miscela in esame 0.25 mg di elastasi in 
soluzione laddove non si é potuto riscontrare 
un’azione analoga usando |’elastasi in quantita 
diverse (0.1 0.5 mg rispettivamente) (vedi 
tabella Il); 


4) sul tempo di Quick l’elastasi, a diverse 
concentrazioni, esplica effetti analoghi a quelli 
riscontrati per il tempo di ricalcificazione, nel 


TABELLA II — Effetti dell’elastasi su plasma 
non ricalcificato. 


| Tempo di | 
Plasma Elastasi coagulazione 
cc cc in minuti 
primi 

| Elastasi I mg/cc . 0,5 0,5 -- 

| 

| Elastasi 2,5 mg/cc 0,5 0,5 8 
5 mg/cc . | 0,5 0,5 


senso che a dosi minori accorcia il tempo di 
coagulazione, mentre a dosi maggiori imibisce 
la coagulazione stessa (vedi tabella Ill); 


5) Velastasi alla concentrazione pid bassa 
da noi usata non ha esplicato alcuna azione 
accelerante sulla coagulazione in presenza di 
un substrato privo di fattore VII ¢ contenente 

rotrombina (in presenza di ioni Ca e trom- 
agheialae mentre ha esplicato un netto ef- 
fetto acceleratore della coagulazione quando 
al substrato contenente protrombina é stato 


aggiunto il fattore VII (vedi tabella IV); 


6) l’effetto dell’elastasi ¢ stato confron- 
tato con quello della trombina sul plasma 
normale. Non é@ stato osservato alcun effetto 
accelerante sul tempo cosiddetto di antitrom- 
bina con l’aggiunta di cc 0.10 della soluzione 
di elastasi alla concentrazione di 1 mg/cc; con 
la soluzione di elastasi a maggior concentra- 
zione la coagulazione ¢ completamente inibita 


(vedi tabella V); 


7) Yelastasi alle concentrazioni minori 
non influenza la fibrinolisi attivata né quella 


TaBeLta I — Effetti dell’elastasi sul tempo di Howell (*). 


| Solvente Elastasi Plasma om |e 

| ce ce ce cc | in secondi 


(*) I valori riportati nella presente tabella ¢ nelle seguenti rappresentano i risultati di esperienze singole effettuate su una 


miscela di plasmi umani normali. 
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TABELLA III — Effetti dell’elastasi 


sul tempo di Quick. 


Trombo- Tempo di 
E 
e plastina co agularione 
cc in secondi 
0,1 0,1 0,1 0,2 20 
0,1 0,1 0,1 0,2 -- 
TABELLA IV - Effetti dell’elastasi sui componenti il complesso protrombinico. 
| 
| : Plasma filtrato | «; Trombo- Tempo di 
N. oss a Elastasi |. Seitz 20-30% | ——— — plastina coagulazione 
| cc cc in secondi 
| 
0,05 0,05 0,1 0,1 21,4 
0,05 0,05 | 0,1 0,1 0,2’ 
| | 
0,05 | 0,05 0,05 0,15 0,1 25 
0,05 0,05 | 0,05 0,15 0,1 18 
TABELLA V - Effetti dell’elastasi sul tempo di trombina. 
Trombina Tempo di 
Elastasi } 4 Ulec coagulazione | 
cc in secondi | 
0,1 0,2 0,1 16 | 
| 


TABELLA VI — Effetti dell’elastasi 


sulla fibrinolisi attivata. 


Elastasi I mg/cc 


Elastasi § mg/cc 


Strepto- 

Solvente Elastasi Plasma Trombina chinasi Tempo di 

cc 40 Ulee | Ulec | coagulazione 

ce in secondi 
0,1 0,4 0,1 0,1 60 
0.4 0,1 0,1 59 
0,1 0,4 0,1 0,1 
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TaBetta VII — Effetti dell’elastasi su una soluzione 
di fibrinogeno. 


| 
| cc in secondi 
Elastasi I mg/cc 0,1 0,1 
Elastasi 2 mg/cc 
Elastasi 3 mg/cc 
Elastasi 4 mg/cc 
Elastasi § mg/cc 0,1 0,1 


spontanea; l'aggiunta di 0.25 mg dell’enzima 
esplica un’azione fibrinolitica sul coagulo 
mentre a concentrazioni maggiori inibisce 
completamente la coagulazione (vedi ta- 


bella VI); 


8) aggiungendo soluzioni scalari di elastasi 
(da 0,1 a 0,5 mg) ad una soluzione di fi- 
brinogeno (100 mg/10o cc), non si é otte- 
nuta sal se del coagulo (vedi tabella VII). 


Risultati analoghi sono stati ottenuti con 
un preparato di elastasi ulteriormente puri- 
ficata, usando modalita che verranno rese note 
in nostre prossime pubblicazioni. 


CONSIDERAZIONI CONCLUSIVE 


In base ai risulati da noi ottenuti ci sembra 
di poter affermare che: 


1) Pelastasi ¢ in grado di influenzare net- 
tamente i processi emocoagulativi in vitro; 


2) gli effetti esplicati dall’enzima elasto- 
litico sulla coagulazione sono diversi a seconda 
della minore o maggiore quantita impiegata 
nei tests emocoa dant. 

Infatti a piccole dosi induce un evidente 
accorciamento del tempo di coagulazione, con 
gee metodica venga determinato (tempo 

i protrombina, tempo di ricalcificazione, 
tempo di reazione del tromboelastogramma, 
ecc.); mentre ad alte dosi l’enzima inibisce 
completamente la coagulazione esplicando un 
effetto litico diretto sui fattori della coa- 
gulazione ; 


3) le nostre esperienze confermano quanto 
gia affermato da Bagdy (6) riguardo alla ca- 
pacita dell’elastasi di interferire sui processi 
coagulativi anche in assenza di Ca**+ essendo 
in grado di promuovere la formazione del 
coagulo in un plasma non ricalcificato; 


4) lazione ipercoagulante dell’elastasi non 
é di tipo trombinico in quanto non é in grado 
di coagulare una soluzione di fibrinogeno e 
di modificare il tempo di antitrombina. Per- 
tanto, perché esplichi un effetto coagulativo, 
é necessaria la presenza di protrombina. Cid 
é confermato anche dal fatto che l’enzima non 
agisce in senso coagulativo su un plasma de- 
protrombinizzato, anche se ricostituito del 
fattore VII e dei fattori tromboplastinici; 


5) abbiamo potuto dimostrare che |’azio- 
ne acceleratrice dell’elastasi sulla coagula- 
zione si verifica solo in presenza di procon- 
vertina (fattore VII). Infatti non é in grado 
di modificare sostanzialmente il tempo di 
coagulazione di un substrato plasmatico privo 
di fattore VII. In base a cid riteniamo di poter 
formulare lipotesi che l’enzima, tra le sue 
varie attivita, possegga quella di favorire la 
trasformazione della protrombina in trom- 
bina, agendo sul fattore VII; 


6) l’elastasi a dosi elevate esplica un ef- 
fetto litico sul prodotto della coagulazione di 
tipo diretto, senza cioé interferire sui fattori 
attivanti la fibrinolisi. 


RIASSUNTO 


L’elastasi, aggiunta a piccole dosi ad un plasma 
umano normale, induce un evidente accorciamento 
tempo di coagulazione; tale azione non é di tipo 
trombinico e si verifica solo in presenza di fattore VII. 
Ad alte dosi l’enzima inibisce completamente la 
coagulazione esplicando un effetto litico diretto sui 
fattori della coagulazione. 


RESUME 


Effets in vitro de V’élastinase pancréatique sur les processus 
de coagulation sanguine. 


L’élastinase, ajoutée 4 petites doses 4 un plasma 
humain normal, détermine un raccourcissement du 
temps de coagulation; cette action n’est pas du type 
thrombinique et ne se constate qu’en présence du 
facteur VII. A doses élevées l’enzyme inhibe complé- 
tement la coagulation, exergant un effet lithique direct 
sur les facteurs de la coagulation. 
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SUMMARY 


In vitro effects of pancreatic elastase on blood coagulation. 


The addition of small doses of elastase to normal 
human plasma induces marked shortening of the 
coagulation time. This action is not of thrombin type 
and occurs only in the presence of factor VII. High 
doses of the enzyme completely inhibit coagulation, 
exreting a direct lytic effect on the coagulation factors. 


ZUSAMMENFASSUNG 


Die Wirkung der Pankreas-Elastase auf die Blutgerinn- 
ungsvorgange in vitro. 

Der Zusatz kleiner Dosen von Elastase zu normalem 
menschlichem Plasma fiihrt zu einer deutlichen 
Verkiirzung der Gerinnungszeit. Diese Wirkung ist 
nicht thrombinartig und tritt nur bei Anwesenheit 
von Faktor VII ein. In hohen Dosen hemmt das 
Ferment die Blutgerinnung vollstindig durch direkte 
lytische Wirkung auf die Koagulationsfaktoren. 
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RESUMEN 


Efectos in vitro de la elastinasa pancredtica sobre los 
procesos de coagulacién hemdatica. 


La elastinasa, afiadida a dosis pequefias a un plasma 
humano normal, determina un evidente acortamiento 
del tiempo de coagulacién; dicha accién no es de tipo 
trombinico y se verifica sdlo en presencia de factor VII. 
La enzima a dosis altas inhibe completamente la coa- 

ulacién produciendo un efecto litico directo sobre 
factores de la coagulacién. 
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Argomenti di enzimologia tiroidea 


Il British Medical Bulletin ha dedicato il 
suo numero di maggio (*) ad una esposi- 
zione dei risultati conseguiti nel]’ultimo de- 
cennio dalle ricerche nel campo della fisiolo- 
gia e della fisiopatologia della tiroide, quasi 
come introduzione alla Conferenza Interna- 
zionale sul Gozzo, che avra luogo entro |’anno 
a Londra. 

Si tratta di una messa a punto quanto mai 
valida ed esauriente, e ci Seginee che il ca- 
rattere di questa rivista non ci consenta di 
riferirne in dettaglio: pensiamo comunque di 
fare cosa gradita ai nostri lettori stralciandone 
alcuni punti di interesse enzimologico. 

Sulle diverse tappe enzimatiche legate alla 
sintesi degli ormoni tiroidei riferisce R. Pitt- 
Rivers. 

La iodinazione della tirosina sembra essere 
legata sia ad un sistema solubile, che agisce 
in presenza di acqua ossigenata e di ioni rame, 
sia ad un sistema corpuscolato, a sede mito- 
condriale, che viene stimolato dai cofattori 
flavinici. Il primo sistema viene inibito dalla 
anaerobiosi, il secondo dai cianuri, dal tio- 
cianato e dal tiouracile, ambedue dalla catalasi. 

Questi enzimi non sono ancora stati isolati: 
lesistenza di una perossidasi tiroidea é stata 
confermata istochimicamente. 

Un grado considerevole di purificazione 
(mediante frazionamento con solfato di am- 
monio, 0 cromatografia su colonna) é stato 
invece raggiunto per I’enzima_proteolitico 
tiroideo che demolisce la tireoglobulina, per- 
mettendo l’immissione in circolo di tiroxina 
e di triiodotironina. 

Per quanto riguarda la dealogenasi, é stato 
infine recentemente dimostrato che, contra- 
rlamente a quanto finora si riteneva, essa pud 


(*) «The Thyroid Gland»: Brit. med. Bull., 1960, 16, 2,89-174. 


agire non solo sulle iodotirosine, ma anche 
sulla tiroxina, purché venga esclusa l’azione 
« protettiva» del siero. 

W. R. Trotter e E. M. McGiar discutono 
in due separati articoli diverse possibilita di 
lesione enzimatica capaci di ostacolare a vario 
livello la sintesi degli ormoni tiroidei nei casi 
di gozzo sporadico. In questi pazienti alla 
sintesi deficitaria per lesione enzimatica cor- 
risponderebbe un aumento della secrezione di 
tireotropina ipofisaria, che sarebbe responsa- 
bile dell’ingrandimento gozzoso della ghian- 
dola. A seconda della maggiore o minore 
completezza della lesione, e quindi della di- 
versa reattivita della tiroide alla stimolazione 
ormonale, al gozzo si associerebbe un grado 
variabile di funzionalita tiroidea, dalla nor- 
malita fino al cretinismo. 

Sembra che possa anzitutto essere lesa la 
perossidasi responsabile dell’incorporazione or- 
ganica dello iodio. In tal caso lo J'**, accu- 
mulato nella tiroide in forma inorganica, viene 
facilmente scaricato dalla somministrazione di 
tiocianato o di perclorato: ’analisi cromato- 
grafica dimostra una pil o meno completa 
assenza di composti iodorganici nella ghian- 
dola. L’anomalia, che é su di una base con 
ogni probabilita genetica, si accompagna ta- 
lora a sordomutismo. 

Si pud poi dimostrare l’esistenza in deter- 
minati casi di una lesione della dealogenasi 
tiroidea. In condizioni normali infatti la mo- 
noiodotirosina e la diiodotirosina, presenti 
nella sostanza colloide, non compaiono nel 
sangue, venendo deiodate prima del passaggio 
in circolo: si ritrovano invece, in forma libera 
© coniugata, nel siero ¢ nelle urine dei pazienti 
in questione. La prova della lesione fa 
nasica pud essere ottenuta con metodi diretti 
© indiretti. 
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La prova diretta é data dalla dimostrazione 
che frammenti di tessuto tiroideo fresco, pre- 
levato dal paziente, sono incapaci di dealo- 
genare la diiodotirosina marcata in vitro, in 
condizioni standard. Il metodo @ ovviamente 
di rara applicazione. 

Pit pratici sembrano i metodi indiretti, 
basati su prove di carico con prodotti marcati 
e sulla successiva identificazione cromatogra- 
fica di iodotirosine marcate nel sangue o nelle 
urine. Se il carico viene eseguito con J", sono 
in generale necessarie dosi superiori ai 100 ».C 
per ottenere livelli ematici apprezzabili di 
iodotirosine: questa dose piuttosto alta di 
radioattivita limita l’utilizzazione del metodo. 

Ricorrendo invece alla mono- 0 alla diiodo- 
tirosina marcate, la dose radioattiva pud essere 
ridotta a 5 uC: in questo caso, la ricerca cro- 
matografica nelle urine permette di mettere 
in evidenza una eliminazione di iodotirosine 
che raggiunge quasi un terzo della dose som- 
ministrata nei casi che ci interessano, contro i 
valori minimi dei soggetti normali. 

E probabile che la perdita di iodotirosine 
(o di iodio) possa spiegare lo stato clinico di 
questi pazienti, anche se non sempre vi é un 


rapporto diretto fra l’andamento dei due 
fenomeni. E possibile che alla lesione dealo- 
genasica si accompagni talora un’altra lesione 
enzimatica, per esempio una difficolta alla 
copulazione delle iodotirosine. L’anomalia é 
talora su basi genetiche, legata con ogni 
probabilita ad un singolo gene autosomico 
recessivo. D’altra parte la lesione dealoge- 
nasica sembra essere talora un semplice ef- 
fetto secondario dell’ipotiroidismo, e viene 
corretta dall’ordinaria terapia sostitutiva. 

Un difetto primario nella copulazione delle 
iodotirosine pud forse essere in causa in altri 
casi di gozzo, in cui i composti iodorganici 
sono rappresentati nella tiroide quasi esclusi- 
vamente da mono- e diiodotirosina, con sole 
tracce di tiroxina. Poiché perd quest’ultima 
sostanza ¢ presente in quantita normali nel 
siero, si ¢ supposto che possa venir formata 
anche in via non enzimatica: d’altra parte 
l’esistenza di un vero e proprio enzima copu- 
lante non é stata ancora dimostrata. La que- 
stione non é quindi chiara: é stata descritta 
anche la concomitanza di una_ insufficienza 
dealogenasica, forse relativa al sovraccarico di 
iodotirosine. 


G. Fowst 


Erratum 


A pag. 71 del fascicolo 2 di questo anno, nel riassunto della Comunicazione di Salonna L. e Coll. 
presentata al Simposio Europeo di Enzimologia Medica, alla prima ed all’ultima riga del testo, leggi 


LDH anziché MDH. 
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